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数のゴーストと融合した細胞だけを取り出せばよし'\ 0 そこで司 FACS を用いて，ゴースト 1 個と融合
した 1 核細胞だけ集めることを試みた。
2 ) FACS は，個々の細胞の大きさと蛍光量の違いに基づいて細胞を選別する装置である。これを
用いて司赤血球ゴースト 1 個と融合した細胞を他から|天別するために，マーカーとして， FITC でラ
ベルしたアルブミン (FITC-BSA) をゴースト内部にトラップさせることを考えた。
3 ) FITC-BSA をトラップした赤血球ゴーストを FACS にかけて，その蛍光量を調べたところ‘
ハU司i
赤血球ゴーストにトラップきれる FITC-BSA の量はゴースト調製時に用いた FITC-BSA の濃度に
比例した口また，個々のゴーストがトラップする物質量はきわめて均一であることがわかった。
4) FITC-BSA を含む赤血球ゴーストを細胞と融合させーそれを FACS にかけた。その結果，細
胞と融合しなかった赤血球ゴーストや細胞聞の融合による多核細胞は，それらの大きさの違いから.
1 核細胞と区別することができた。次に， 1 核細胞についてだけその蛍光量を調べたところ，蛍光強




5) J:記の方法を用いてー赤血球ゴースト 1 個と融合した細胞を分離し，その後それらを培養器に
移し細胞の生存率を調べた。その結果，これら一連の操作にもかかわらず\細胞は，未処理のものと
同じ生存率をぷした。
6 )この方法の応用として‘ジフテリア毒素フラグメント A を細胞内に直接入れた時の最小致死分
子数の決定を試みた。すなわち，一定量の FITC-BSA と種々の濃度のフラグメント A を同時に含む
赤血球ゴーストを作り，このゴースト l 個と融合した細胞のコロニー形成率を求めた。その結果、フ
ラグメント A は‘細胞内に 1 分子入るだけで司細胞を殺すことが明らかになった。さらにこれを確認
するため，ジフテリア毒素の変異蛋白である CRM 176 から得たフラグメント A (fragment A-176) 
を用いて実験を行った。 CRM 176 は，そのフラグメント A部位に変異があり，動物に注射した時の
毒性が約 1/100 に低下したものである。予測されたように‘ fragment A-176 では司細胞を殺すため
に 100 -200 分子必要で、あった。
〔総括〕
1 )赤血球ゴースト法に FACS を組み合わせて，細胞内の定量的物質導入が可能になった。
2 )ジフテリア毒素のフラグメント A は， 1 分子で細胞を殺すことがわかった口






また司これを用いて司ジフテリア毒素のフラグメント A が司 1 分子で細胞を殺し得ることが明らか
にされたが，この結果は，ジフテリア毒素の細胞内侵入機構や，細胞内での毒素の作用を考える上で，
極めて!重要な知見である。
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